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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la posibilidad de obtener tejidos sanos a partir de plantas infectadas con ASBVd

como una estrategia para recuperar clones de alto valor agronómico, cultivos embriogénicos de aguacate fueron

inducidos a partir del nucelo de tres cultivares de aguacate infectados con el viroide de la mancha del sol

(ASBVd) en un medio de cultivo con las sales mayores B5, suplementado con las sales menores de Murashige y

Skoog (MS) y 0.41 �M de picloram, y (en mg/L-1) tiamina HCl (0.4), mio-inositol (100), sucrosa (30,000) y TC agar

(8,000). Los cultivos embriogénicos inducidos fueron mantenidos en medio semisólido MS suplementado con

0.41 �M de picloram y (en mg/L-1) tiamina HCl (0.4), mio-inositol (100), sucrosa (45,000) y TC agar (8,000) y en

medio líquido MS modificado con 15 mM NH4NO3 y 30 mM KNO3, sales menores de MS, picloram 0.41 �M y

(en mg/L-1) tiamina HCl (0.4), mio-inositol (100) y sucrosa (45,000). La indexación usando RT-PCR un año

después de inducidos los tejidos detectó bandas amplificadas en los electroferogramas y la clonación comprobó

la presencia de 4 clones con mas de un 97% de similitud con la variante J02020 de ASBVd; con la secuencia se

corroboró la existencia de las variantes CF3, CF8, CF13. Estos resultados demuestran que aunque ASBVd no es

eliminado mediante el uso de embriogénesis somática, la aplicación de esta tecnología permite inducir,

proliferar y mantener por largo tiempo tejidos infectados para el estudio de este patógeno.
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ABSTRACT

Avocado embryogenic cultures were induced from the nucelli of three ASBVd (avocado sunblotch

viroid)-infected cultivars to see whether healthy tissues could be obtained from infected plants for providing

clones having added agronomic value. Embryogenic cultures were induced from the nucelli of three

ASBVd-infected cultivars in B5 medium supplemented with Murashige and Skoog (MS) minor salts, 0.41 �M

pycloram and (in mg/L-1) thiamine HCl (0.4), myo-inositol (100), sucrose (30,000) and TC agar (8,000).

Embryogenic cultures were kept in semi-solid MS medium with 0.41 �M pycloram and (in mg/L-1) thiamine

HCl (0.4), myo-inositol (100), sucrose (45,000) and TC agar (8,000) and in liquid MS3:1N medium

supplemented with MS major salts with 15 mM NH4NO3 and 30 mM KNO3, MS minor salts, 0.41 �M

pycloram and (in mg/L-1) thiamine HCl (0.4), myo-inositol (100) and sucrose (45,000). RT-PCR indexing

showed that the embryogenic cultures remained ASBVd-infected one year after induction and ASBVd

variants were isolated from the cultures. The results proved that ASBVd was not eliminated via nucellus

culture, although it showed that somatic embryogenesis can be used as a practical approach to inducing,

multiplying and maintaining ASBVd-infected material for extended periods of times for research purposes.

Key words: ASBVd, somatic embryogenesis, RT-PCR, capillary electrophoresis, sequencing.
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INTRODUCCIÓN

La mancha del sol es una enfermedad de importan-

cia económica en el cultivo del aguacate (Persea

americana Mill.) que se reportó por primera vez en

California (Estados Unidos) y descrita inicialmente

como un problema fisiológico (Coit, 1928). El agente

causal es el viroide de la mancha del sol del aguaca-

te (ASBVd) (Palukaitis et ál., 1971), el cual consiste

de una molécula circular de ARN de 246-249 nucleó-

tidos de tamaño (Symons, 1981) perteneciente a la

familia Avsunviroidae (Flores et ál., 1998). ASBVd se

replica en los cloroplastos usando riboenzimas que

se encuentran inmersas en su propia secuencia (Na-

varro et ál., 1999; Bonfiglioli et ál., 1994).

La mancha del sol afecta por igual a todos los

cultivares de aguacate, se transmite a través de se-

milla, partes vegetativas, polen y herramientas con-

taminadas, y la erradicación de las plantas afectadas

es el único medio de control disponible para prevenir

su diseminación (Wallace y Drake, 1962; Horne y

Parker, 1931; Desjardins et ál., 1979; Desjardins et

ál., 1980; Stevens y Piper, 1941). Evaluaciones de

productividad han demostrado que las plantas de

aguacate infectadas con ASBVd pueden presentar

una reducción de 27.3% en el rendimiento total de

fruta y producir un incremento del 52.7% en frutos

con baja calidad por la presencia de manchas en el

fruto (Da Graca et ál., 1983). De manera adicional, la

amenaza de ASBVd se extiende a los bancos de

germoplasma. Un programa generalizado de inde-

xación realizado en el Repositorio Nacional de Ger-

moplasma en Miami, basado en RT-PCR (Schnell et

ál., 1997), demostró que un 20% del total de la colec-

ción de aguacate estaba infectada con ASBVd, lo

cual propició la suspensión en la distribución de ma-

terial de propagación a los productores y viveristas.

Aunque utilizando una tecnología diferente

para la indexación de las plantas, el cultivo de tejido

nucelar vía embriogénesis somática ha sido reporta-

do como una forma de recuperar individuos sanos a

partir de plantas adultas infectadas con virus y viroi-

des (Weathers y Calavan, 1959; Rangan et ál., 1968;

Bitters et ál., 1972), y más recientemente, usando

RT-PCR como método de indexación, el uso de ter-

moterapia junto con el cultivo de meristemos ha per-

mitido obtener plantas sanas a partir de árboles in-

fectados (Postman y Hadidi, 1995; Howell et ál.,

1998). Con base en lo anterior y aplicando las técni-

cas de embriogénesis somática en aguacate se ha

diseñado el presente trabajo que tiene como objetivo

utilizar embriogénesis somática para inducir y proli-

ferar tejidos embriogénicos a partir del nucelo de

plantas infectadas con ASBVd en un intento por re-

cuperar clones sanos a partir de cultivares

contaminados con ASBVd.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Frutos inmaduros (�0.5 cm diam.) de los cultivares

‘Vero Beach’ SE2, ‘Vero Beach’ 1 y ‘Yama’ 381 plan-

tados en el Repositorio Nacional de Germoplasma

del Departamento de Agricultura de EE.UU. en Mia-

mi, Florida (USDA-ARS), previamente indexados y

encontrados infectados con ASBVd basados en la

técnica de RT-PCR (Schnell et ál., 1997), se utiliza-

ron como fuente de explantes nucelares para la in-

ducción de cultivos embriogénicos.

Inducción y mantenimiento de cultivos
embriogénicos en medio semisólido

Los pétalos y los sépalos se removieron y los frutos

se enjuagaron con agua corriente a temperatura am-

biente durante 1 hora. Después del enjuague, los fru-

tos se desinfectaron superficialmente por 20 min en

una solución al 1.25% (v/v) de hipoclorito de sodio

con 5 gotas de Tween 20® y se enjuagaron tres ve-

ces con agua destilada y esterilizada. Seguidamen-

te, los frutos se bisecaron longitudinalmente dentro

de una cámara de flujo laminar y, con la ayuda de un

microscopio de disección, el embrión zigótico y el te-

jido endospérmico de cada fruto se removieron y

descartaron, mientras que el nucelo adherido a los

integumentos se aisló e inoculó en medio semisólido

para inducción de cultivos embriogénicos de agua-

cate (MIA), previamente descrito por Witjaksono y

Litz (1999). El MIA contenía las sales mayores B5

(Gamborg et ál., 1968) y se suplementó con las sales

menores de Murashige y Skoog (MS) (1962), 0.41

�M de picloram y (en mg/L-1) tiamina HCl (0.4),

mio-inositol (100), sucrosa (30,000) y TC agar

(8,000) (Carolina Biological Supply). El medio de cul-

tivo se esterilizó y distribuyó en porciones de 10 mL

en platos de Petri plásticos (60 x 15 mm). Cuatro ex-

plantes, una mitad de nucelo cada uno, se inocula-

ron en cada plato; los platos se sellaron con Para-

film® y se mantuvieron en la oscuridad a una tem-

peratura de 25 ºC durante 4 a 5 semanas. De cada

material se tomó el mayor número posible de
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estructuras florales para la obtención de explantes,

lo que permitió establecer un total de 464 explantes

de ‘Vero Beach’ SE2, 80 de ‘Vero Beach’ 1 y 296 de

‘Yama’ 381. Se registró el número de cultivos em-

briogénicos inducidos y se calcularon los porcenta-

jes de inducción.

Los cultivos embriogénicos que se desarrolla-

ron de los nucelos inoculados en MIA, se transfirie-

ron individualmente a medio de mantenimiento

semisólido (Witjaksono y Litz, 1999) donde prolifera-

ron. El medio semisólido consistió de las sales ma-

yores y menores de MS suplementado con 0.41 �M

de picloram y (en mg/L-1) tiamina HCl (0.4), mio-ino-

sitol (100), sucrosa (45,000) y TC agar (8,000). El

medio se esterilizó y distribuyó similarmente a lo indi-

cado para MIA. Los cultivos se transfirieron a medio

de cultivo fresco de la misma composición cada cua-

tro semanas.

Mantenimiento de cultivos en medio líquido

Los cultivos en suspensión se establecieron con

aproximadamente 200 mg de tejido embriogénico de

dos semanas de edad que se inocularon en erlen-

meyers de 125 mL que contenían 40 mL de medio

líquido MS3:1N (Witjaksono y Litz, 1999). MS3:1N

consistió de MS modificado con 15 mM de NH4NO3 y

30 mM de KNO3, sales menores de MS, 0.41 �M de

2,4-D y (en mg/L-1), tiamina HCl (0.4), mio-inositol

(100) y sucrosa (45,000). Los recipientes se cubrie-

ron con papel aluminio, se sellaron con Parafilm® y

se mantuvieron en semioscuridad a 25 ºC en un agi-

tador orbital a 120 rpm. Los cultivos se transfirieron

cada dos semanas a medio fresco de la misma

formulación.

Con el fin de caracterizar el comportamiento de

los tejidos inducidos a partir de plantas infectadas

con ASBVd, después de tres subcultivos en medio

fresco, el crecimiento de los cultivos en suspensión

se analizó y comparó con los de la línea embriogéni-

ca ‘Hass’11.4.3 libre de ASBVd, inducida de embrio-

nes zigóticos obtenidos de la colección de germo-

plasma de la Universidad de California, Riverside,

CA, y mantenida en medio líquido MS3:1N por 18

meses al momento de la evaluación. Para la evalua-

ción, los cultivos en suspensión de dos semanas de

edad se homogenizaron a través de un filtro estéril

de 1.8 mm de diámetro y la fracción más pequeña se

colectó. El inóculo consistente de 1 mL de tejido em-

briogénico se obtuvo decantando los cultivos en

cilindros graduados de 50 mL e inoculándolo en er-

lenmeyers de 125 mL de capacidad a los cuales se

les adicionó medio MS3:1N hasta alcanzar un volu-

men final de 40 mL. Los tejidos se cultivaron como

se indicó anteriormente y el incremento de volumen

se registró a los 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 y 30

días después de la inoculación. Las muestras se dis-

tribuyeron en un diseño completamente al azar con

cuatro genotipos y cinco réplicas por cada genotipo,

para un total de 20 unidades experimentales. Los

datos obtenidos se estudiaron con análisis de va-

rianza usando el modelo estadístico Yi = � + i + ei;

donde Y fue el volumen, i fue el cultivar y e el error

experimental. Los promedios se compararon usan-

do la prueba de rangos múltiples de Duncan con un

nivel de significancia de � = 0.05.

Esterilización de medios de cultivo

El pH de todos los medios se ajustó a 5,7 – 5,8 con

KOH o HCl antes de la adición del agente solidifican-

te; posteriormente el medio se esterilizó en un auto-

clave a 121 ºC a 1.1 kg cm-2 por 15 min y finalmente

se dispensó como se indicó para cada uno de los

casos.

RT-PCR

Extracción de ARN. Se extrajo ARN usando el

método de Ainsworth (1995) modificado por Schnell

et ál. (1997) a partir de 100 mg de tejidos, se disolvió

en 20 �L de agua tratada con DEPC (dietil pirocarba-

mato) y se almacenó a -20 ºC.

Síntesis de la primera cadena complemen-
taria de ADN. La primera cadena complementaria

de ADN (cADN) se sintetizó usando 10 �L de ARN

mezclado con 3 �L de 5X buffer (Gibco BRL) (50

mM Tris HCl (pH 8,3), 75 mM KCl y 3 mM MgCl2),

0.1 M DTT y 0.5 �g del primer (5’-

AAGTCGAAACTCAGAGTCGG-3) complementario

a los nucleótidos 68-87 de la región conservada de la

molécula de ASBVd (Bar-Joseph et ál., 1985). La

mezcla se incubó a 100 ºC por 5 minutos, luego se

enfrió en hielo por 2 minutos y después se colocó a

temperatura ambiente por 1 hora para permitir la

adhesión del primer. Posteriormente, los siguientes

componentes se adicionaron: 2 �L de 5X buffer, 25

mM de cada dinucleotide (ATP, CTP, GTP, TTP),

500 �M de �-mercaptoetanol, 20 unidades de

RNAsin (inhibidor de RNAsa) (Promega) y 200
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unidades de transcriptasa reversa M-MLV (Gibco

BRL). El volumen se ajustó a un total de 25 �L con

agua esterilizada y la mezcla se incubó por 150 mi-

nutos a 42 ºC.

Amplificación de la primera cadena de
ADN. La primera cadena de ADN se amplificó por

PCR usando el primer hacia delante

5’-(AAGTCGAAACTCAGAGTCGG-3, marcado con

6-FAM) y el primer de reversa 5’-

(GTGAGAGAAGGAGGAGT-3, marcado con HEX)

(Integrated DNA Technology-IDT). La reacción de

amplificación consistió en 2.5 �L de la reacción

cADN y 22.5 �L de una mezcla compuesta de 2.5 �L

de 10X buffer de RCP, 25 mM de cada dinucleótido,

1.25 unidades de Amplitaq DNA polimerase (Perkin

Elmer), 10 �g de cada primer y agua esterilizada

para ajustar el volumen. Las amplificaciones se efec-

tuaron en un termociclador PTC 100 (MJ Research)

con 30 ciclos a las siguientes condiciones: 30 segun-

dos a 94 ºC, 30 segundos a 55 ºC y 30 segundos a

72 ºC, con una extensión final de 7 minutos a 72 ºC.

Electroforesis capilar. Los productos amplifi-

cados se analizaron usando electroforesis capilar en

un analizador genético ABI Prism® 3100 (Applied

Biosystems) usando un polímero optimizado de 4%

(POP 4), buffer de electroforesis con EDTA y un mar-

cador estándar interno de 500 bases (500 ROX). Los

datos obtenidos se analizaron usando el software

GeneScan (Applied Biosystems).

Clonación y secuencia de fragmentos
amplificados en uno de los cultivares

Con el fin de determinar si las bandas amplificadas

correspondían a moléculas de ASBVd, se tomaron

al azar los fragmentos amplificados de una muestra

del cultivar ‘Vero Beach’ 1, los cuales se clonaron

usando el kit TOPO® cloning (Invitrogen), de acuer-

do con las especificaciones del fabricante, en bacte-

rias E. coli competentes y estas se inocularon en me-

dio LB suplementado con 100 mL-1 de ampicilina.

Las colonias putativamente resistentes a ampicilina

se inocularon en 100 �L de medio de cultivo líquido

S.O.C. �2% bactotriptona, 0.5% extracto de levadu-

ra, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 20 mM (MgCl2 6H2O +

MgSO4 7 H2O), 20 mM sucrosa� suplementado con

ampicilina y se cultivaron en un agitador orbital por

20 horas a 37 ºC. Los cultivos se centrifugaron a

10,000 rpm durante 20 min, el sobrenadante se

descartó y las bacterias peletizadas se resuspendie-

ron en 50 �L de 10 mM Tris-HCL (pH 8,0); esta sus-

pensión se utilizó como templete para la

amplificación de los fragmentos clonados. Los pro-

ductos insertados se amplificaron usando los pri-

mers M13 (Promega). Los fragmentos amplificados

se secuenciaron con la versión 3 del ciclo de termi-

nación en un analizador genético ABI Prism 3100

usando el software de secuencia de ABI Prism. Los

datos de las secuencias se alinearon manualmente

utilizando el software Sequencer 4.1® (Gene Codes)

y se compararon con variantes de ASBVd reporta-

das previamente.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Inducción y mantenimiento de cultivos
embriogénicos en medio semisólido

Los cultivos embriogénicos se indujeron entre la se-

gunda y la sexta semanas después de la inoculación

en MIA. Los tejidos proliferaron directamente de célu-

las presentes en los explantes sin la formación de un

crecimiento intermedio de callo (figura 1A). Las fre-

cuencias de inducción fueron de 1.5% para ‘Vero

Beach’ SE2, 6.25% para ‘Yama’ 381 y 6.25% para

‘Vero Beach’ 1. Como resultado de los bajos índices

de inducción no fue posible inferir ningún efecto es-

tadístico. Las estructuras inducidas consistieron de

proembriones, embriones somáticos en estado glo-

bular y masas proembriogénicas (MPEs) (datos no

mostrados). Previamente, cultivos embriogénicos nu-

celares han sido inducidos en especies de cítricos

(Weathers y Calavan, 1959; Rangan et ál., 1968);

Mangifera indica (Litz, 1984; Litz et ál., 1982), Carica

pentagona (Vega de Rojas y Kitto, 1991) y Persea

americana Mill. (Witjaksono et ál., 1999). Aunque las

frecuencias de inducción observadas fueron relativa-

mente bajas (1.5 - 6.5%) si se comparan con cultivos

nucelares de cítricos (>10%) (Weathers y Calavan,

1959; Rangan et ál., 1968) o Carica pentagona

(>40%) (Vega de Rojas y Kitto, 1991), los niveles de

inducción obtenidos en este estudio están en corres-

pondencia con los porcentajes de inducción previa-

mente reportados para explantes nucelares de agua-

cate donde los porcentajes de inducción han estado

entre 1 - 5% (Witjaksono et ál., 1999).

Una vez transferidos a medio de manteni-

miento semisólido, los cultivos embriogénicos que

proliferaron en MPEs mantuvieron esta caracterís-

tica después de varias transferencias a medio
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fresco, mientras que los que fueron inducidos ini-

cialmente como proembriones se tornaron más

pequeños a medida que proliferaron y finalmente

quedaron compuestos por MPEs después de va-

rios subcultivos (figura 1B); los tejidos que inicia-

ron como embriones somáticos globulares se tor-

naron hiperhídricos y se deterioraron. A pesar que

los datos de inducción y las características de los

cultivos en el medio de mantenimiento no permiten

realizar ninguna correlación con su origen a partir

de plantas infectadas con ASBVd, al comparar los

resultados obtenidos con los reportados para culti-

vos inducidos a partir de plantas sanas (Witjakso-

no y Linz, 1999; Pliego-Alfaro y Murashige, 1988),

se observa claramente que la infección de ASBVd

en la planta que provee los explantes no es una li-

mitante para la inducción y multiplicación de culti-

vos embriogénicos a partir de esta.

Mantenimiento de cultivos nucelares
en medio líquido

Las masas proembriogénicas establecidas en el me-

dio de cultivo líquido mantuvieron esta característica

después de varios subcultivos (figura 1C). La figura 2

muestra el comportamiento de los cultivos en medio

líquido y la prueba de Duncan (tabla 1) muestra que

el cultivar ‘Vero Beach’ SE2 obtuvo el mayor volu-

men de precipitado de células desde el tercer día

después de la inoculación y mantuvo esta tendencia.

Al final del período de cultivo, ‘Vero Beach’ SE2 al-

canzó el mayor volumen, seguido por el cultivar

“Hass” 11.4.3 y los cultivares ‘Vero Beach’ 1 y ‘Ya-

ma’ 381, en su orden. Todos los cultivares alcanza-

ron el mayor volumen a los 24 días después de ino-

culados y la mayor tasa de crecimiento ocurrió entre

los 15 y los 18 días para ‘Vero Beach’ SE2, “Hass”

11.4.3 y ‘Vero Beach’ 1, mientras que para ‘Yama’

381 esta se dio entre los días 9 y 12 después de la

inoculación.

El análisis del incremento de volumen a través

del tiempo demostró que todos los cultivos presenta-

ron un crecimiento típico de una suspensión celular

observado en estudios realizados con material sano

(Witjaksono y Litz, 1999), con una fase inicial de bajo

crecimiento durante la primera semana, seguida por

una de crecimiento más activo en la segunda sema-

na, decreciendo un poco hacia el final de la tercera

semana y terminando con una fase de cese del cre-

cimiento al finalizar la cuarta semana de cultivo (figu-

ra 2). Este comportamiento de los tejidos indica que,

independientemente de la condición patológica de la
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Figura 1. Cultivos embriogénicos de aguacate; A: inducción a partir del nucelo, B: mantenimiento en medio semisólido y C: manteni-

miento en medio líquido.



planta de origen, los tejidos pueden proliferar en me-

dio de cultivo líquido en un comportamiento similar al

de un cultivo sano, demostrando que cultivos em-

briogénicos de plantas infectadas pueden desarro-

llarse en medio líquido para efectos de estudio de

ASBVd en condiciones in vitro.

RT-PCR

La indexación con RT-PCR efectuada en los cultivos

nucelares a los 6, 9 y 12 meses después de haber

sido inducidos mostró que estos permanecieron in-

fectados con ASBVd.

Electroforesis capilar

El electroferograma (figura 3) muestra que los teji-

dos embriogénicos consistentes de MPEs manteni-

dos un año después de inducidas de los cultivares

‘Vero Beach’ SE2, ‘Vero Beach’ 1 y ‘Yama’ 381 am-

plificaron fragmentos similares en tamaño (aprox.

250 bp) a los del control positivo (tejido floral de ‘Vero

Beach’ SE2), mientras que ningún tipo de amplifica-

ción se observó en las MPEs de la línea em-

briogénica ‘Hass’ 11.4.3 utilizada como control nega-

tivo libre de ASBVd. Resultados similares se obser-

varon a los 6 y 9 meses después de la inducción

(datos no mostrados). Bitters et ál. (1972), con base

en pruebas realizadas con plantas indicadoras, in-

formaron la recuperación de plantas cítricas sanas

regeneradas a partir de tejido nucelar de plantas in-

fectadas con el viroide de exocortis de los cítricos

(CEVd). Recientemente, Postman y Hadidi (1995),

aplicando termoterapia y cultivo de meristemos, y

aplicando RT-PCR, obtuvieron un 86% de plantas de

pera sanas a partir de tejidos vegetales aislados de

árboles infectados con el viroide de la mancha de la

piel del peral (ASSVd); igualmente, Howell et ál.

(1998) reportaron la eliminación de ASSVd de
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Figura 2. Incremento de volumen de cultivos embriogénicos en

medio líquido.

Días en cultivo

Tabla 1. Volumen de precipitado de células en medio de cultivo líquido y significancia

con base en la prueba de Duncan (� = 0.05)

Cultivar
Días en cultivo

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

‘Vero

Beach’

SE2

1.75

a

3.42

a

5.57

a

8.40

a

12.80

a

20.40

a

25.40

a

27.00

a

25.80

a

25.20

a

‘Hass’

11.4.3

1.06

b

1.76

b

2.36

b

4.16

b

6.70

b

9.50

b

10.60

b

11.00

b

10.60

b

10.20

b

‘Vero

Beach’ 1

1.14

b

1.86

b

2.52

b

3.88

b

4.80

c

6.44

c

6.81

c

7.85

c

7.52

c

7.64

c

‘Yama’

381

1.14

b

1.82

b

2.12

b

3.20

b

4.22

c

5.140

c

5.290

c

5.35

d

5.34

d

5.34

d

Valores con diferentes letras son significativamente diferentes al 0.05%.



plantas de manzana después de usar termoterapia y

cultivo de meristemos y realizar indexación con

RT-PCR. Los resultados obtenidos en el presente

estudio demuestran que ASBVd no se elimina me-

diante el cultivo de tejidos embriogénicos inducidos

a partir de células nucelares y, más importante aún,

que permanece por tiempo indefinido replicándose

en la medida en que los cultivos embriogénicos proli-

feran. Aunque no se conoce el mecanismo exacto

por el cual CEVd es eliminado mediante el cultivo de

tejidos nucelares, se cree que esto es resultado de la

ausencia de vasos vasculares en este tejido (Ran-

gaswami, 1981), lo cual es soportado por el hecho

de que CEVd y otros miembros de la familia Pospivi-

roidae se localizan y replican en el floema, conducto

que igualmente utilizan para desplazarse dentro de

la planta (Momma y Takahashi, 1983; Bonfiglioli et

ál., 1996). ASBVd y los otros miembros de la familia

Avsunviroidae tienen marcadas diferencias estructu-

rales y moleculares con respecto a los viroides de la

familia Pospiviroidae. Los primeros no tienen una

región central conservada de nucleótidos (RCC), se

localizan y replican en los cloroplastos y tienen la ca-

pacidad de autofragmentarse durante el proceso de

replicación usando solamente riboenzimas presen-

tes en su estructura. Contrariamente, los segundos

se caracterizan por tener una RCC, replicarse en el

núcleo de la célula y utilizar enzimas del hospedero

para separarse en moléculas singulares durante la

replicación (Flores et ál., 1998). Aunque el mecanis-

mo que los viroides de la familia Avsunviroidae utili-

zan para desplazarse dentro de la planta no se ha

descubierto, los resultados de la presente investiga-

ción indican que este seguramente es diferente al

movimiento vascular a través del floema, utilizado

por los viroides de la familia Pospiviroidae, ya que

solo de esta manera se explicaría el hecho de que

ASBVd puede infectar un tejido sin conexiones vas-

culares como es el nucelo. Recientemente, indica-

dores como la conformación de la estructura secun-

daria y la secuencia de nucleótidos de la molécula

(Fadda et ál., 2003a, b) se consideran como base

para diferencias taxonómicas.

Clonación, secuencia y análisis de variantes

Los fragmentos amplificados de la muestra del culti-

var ‘Vero Beach’ 1 fueron seleccionados, clonados y

secuenciados. Cuando las secuencias obtenidas se

compararon en la base de datos del banco de genes

del National Center for Biotechnology Information

(NCBI), la búsqueda reveló que cinco clones con-

tenían secuencias con más de un 97% de similari-

dad con variantes de ASBVd previamente reporta-

das. La alineación de las secuencias de los clones

seleccionados permitió establecer que la población

clonada estaba compuesta por tres variantes de

ASBVd, como se detalla a continuación: un clon con-

tenía la variante CF3, uno contenía la variante CF8,

dos clones contenían la variante CF13 y uno más

tenía insertada la variante CF24, todas previamente

clonadas de plantas establecidas en el National

16

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. VII No. 2 Diciembre 2005 10-18

Figura 3. Electroferogramas de (en orden de arriba abajo):

MPEs de ‘Hass’ 11.4.3. (control negativo), ‘Vero Beach’ SE2 (12

meses después de inducidas – DDI), ‘Vero Beach’ 1 (12 meses

DDI), ‘Yama’ 381 (12 meses DDI) y tejido floral de ‘Vero Beach’

SE2 (control positivo).



Germoplasm Repository (NGR, Miami, FL). Estos

resultados demuestran que los fragmentos amplifi-

cados en el proceso de RT-PCR fueron en efecto

moléculas de ASBVd. La presencia de variabilidad

en la secuencia de las moléculas de ASBVd afectan-

do a un solo individuo ha sido previamente reportada

(Semancik y Szychowsky, 1994; Schnell et ál.,

20001a, b), fenómeno que ha sido relacionado con

una variación del concepto de cuasiespecies (Duar-

te et ál., 1994; Ambros et ál., 1999; Schnell et ál.,

2001a). Los resultados de las secuencias obtenidas

demuestran la persistencia de ASBVd en plantas re-

cuperadas a partir de tejidos similares a los aquí in-

ducidos, lo cual indica que el cultivo nucelar no es un

mecanismo efectivo para obtener plantas de agua-

cate sanas a partir del cultivo de nucelos obtenidos

de cultivares infectados con ASBVd.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, a pesar de no lograr la elimi-

nación de ASBVd mediante el procedimiento utiliza-

do, el uso de la embriogénesis somática ha permiti-

do la inducción, multiplicación y mantenimiento de

material de aguacate infectado con ASBVd en condi-

ciones in vitro, y aunque se ha demostrado que

ASBVd persiste en los cultivos inducidos a partir de

plantas infectadas, los resultados indican que existe

la posibilidad de realizar estudios de análisis de va-

riabilidad genética en tejidos embriogénicos de

aguacate para profundizar en el conocimiento de

este particular patógeno.
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